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Abstract 



The invention concerns a protein of the TGF- beta family, the DNA which codes for it and a pharmaceutical 
composition containing such a protein. 



Data supplied from the esp@cenet database - 12 



1 of 1 



6/8/2001 10:24 AM 




Off nl gungsschrift 

OEUTSCHLAND @ Qg |95 \\ 243 A 1 

^Jjji^ ® Akt nzeichen: 19511243.1 

(§) Anmeldetag: 27. 3.95 

DEUTSCHES {§) Off enlegung stag: 4. 1.96 

PATENTAMT 



(§) Innere Prioritat: <§) ® <3j) 


@ Erfinder: 


01.07.94 DE 4423190.3 
@ Anmelder: 


Hotten, Gertrud, 69245 Bammental, DE; Neidhardt, 
Hetge, 35041 Marburg, DE; Bechtold, Rolf, 69126 
Heidelberg, DE; Pohi, Jens, 76707 Hambrucken, DE 


Biopharm Gesellschaft zur biotechnologischen 
Entwicklung von Pharmaka mbH, 69115 Heidelberg, 
DE 




@ Vertreter: 




H. Weickmann und Kollegen, 81679 Munchen 





(§) Neuer Wachstums-/Differenzierungsfaktor der TGF-0-Familie 

(§) Die Erfindung betrifft ein Protein der TGF-£-Familie. die 
dafur codierende DNA und eine ein solches Protein enthat- 
tende pharmazeutische Zusammensetzung. 



(§j) lnt.CI.6; 

C07K 14/495 

C07K 14/195 «- 

A61K 38/18 4* 

C 07 K 16/00 

C12N 15/18 n 

C12N 15/70 

C12N 15/80 CM 

C12N 15/82 

C12N 15/85 «- 

C12N 5/10 « 

C12N 1/21 0> 

C12N 1/15 *" 

//C12N 15/11,15/74 m 

(C12N 1/21, C12R q 

1:19) M 




Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

BUNDESDRUCKEREI 11.95 508061/720 



16/39 



DE 195 11 243 Al 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen neuen Wachstums-/Differenzierungsfa3ctor der TGF-P-Familie und 
dafOrcodierende DNA-Sequenzen. 
s Zu der TGF-P- Famili von Wachstumsfaktoren gehdren di BMP-, TGF- und Aktrvin/Inhibin-verwandten 
Proteine (Roberts und Sporn, Handbook f Experimental Pharmacol gy 95, 419-472 (1990)). Sie sind fur men 
weiten Bereich mediztnischer BehancUungsmethoden und Anwendungen relevant Diese Fakt ren eignen sich in 
Verfahren, welche die Wundheilung und die Gewebewiederherstellung betreffen. Weiterhin induzieren mehrere 
Mitglieder der TGF-P Familie das Gewebewachstuin, wie zum Beispiel das Wachstum von Knochen. 

to Wozney (Progress in Growth Factor Research 1 (1989), 267— 280) und Vale et aL (Handbuch of Experimental 
Pharmacology 95 (1990), 211 -248) beschreiben verschiedene Wachstumsfaktoren, wie etwa diejenigen, die mit 
der BMP- und der Aktivin/Inhibin-Gruppe verwandt sind Die Mitglieder dieser Gruppe weisen signifikante 
strukturelle Ahnlichkeiten auf. Der Voriftufer des Proteins besteht aus einer aminoterminalen Signalsequenz, 
einer Propeptid- und einer carboxyterminalen Sequenz von 110 bis 140 Aminosauren, die vom Vorlaufer 

is abgespalten wird und das reife Protein darstellt Weiterhin sind ihre Mitglieder durch eine Aminosauresequenz- 
homologie definiert Das reife Protein enthfilt die am hdchsten konservierten Sequenzen, insbesondere sieben 
Cysteinreste, die unter den Familiemitgliedern konserviert sind. Die TGF-p-artigen Proteine sind multifunktio- 
nelle, hormoneD aktive Wachstumsfaktoren Sie weisen auch verwandte biologische Aktivitaten, wie etwa 
chemotaktische Attraktion von Zellen, Fdrderung der ZeUdifferenzierung und Gewebe-induzierende Fahigkei- 

20 ten auf. EP 0 222 491 Al offenbart Sequenzen von Inhibin alpha und beta Ketten. 

Insgesamt zeigen die Proteine der TGF-p-Familie Unterschiede in ihrer Struktur, was zu erheblichen Variatio- 
nen in ihrer genauen biologischen Funktion fuhrt Weiterhin werden sie in einem weiten Bereich unterschiedli- 
cher Gewebearten und Entwicklungsstufen gefunden. Folglich kdnnen sie Unterschiede hinsichtlich ihrer genau- 
en Funktion, z. B. der erforderlichen zellularen physiologischen Umgebung, ihrer Lebensdauer, ihrer Zielorte, 

25 ihrer Erfordemisse far Hilfsfaktoren und ihrer Bestandigkeit gegen Abbau aufweisen. Obwohl zahlreiche 
Proteine, die ein Gewebe-induktives Potential zeigen, beschrieben werden, raussen ihre natflrlichen Aufgaben 
im Organismus und noch bedeutsamer ihre medizinische Relevanz noch im Detail erforscht werden. Das 
Vorhandensein von noch unbekannten Mitgliedern der TGF-P-Familie, die fur die Differenzierung/Induktion 
von verschiedenen Gewebearten bedeutsam sind, wird mit groBer Wahrscheinlichkeit angenommen. Eine groBe 

30 Schwierigkeit bei der Isolierung dieser neuen TGF-P-artigen Proteine besteht jedoch darin, daB ihre Funktionen 
noch nicht genau genug fur die Entwicklung eines unterscheidungskraftigen Bioassays beschrieben werden 
kdnnen Andererseits ist die erwartete Nukleotidsequenzhomologie zu bekannten Mitgliedern der Familie zu 
gering, um ein Screening durch klassische Nukleinsaurehybridisierungstechniken zu ermdglichetL Dennoch ist 
die weitere Isolation und Charakterisierung von neuen TGF-P-artigen Proteinen dringend erforderlich, um 

35 weitere Induzierungs- und Differenzierungsproteine bereitzustellen, die alle gewunschten medizinischen Erfor- 
demisse erfullen. Diese Faktoren kOnnten medizinische Anwendung bei der Heilung von Schfiden und der 
Behandlung von degenerativen Erkrankungen von verschiedenen Geweben finden. 

In der Patentanmeldung PCT/EP93/00350 ist eine Nukleotid- und Aminosauresequenz fur das TGF-P-Protein 
MP-121 angegeben, wobei ein GroBteil der dem reifen Peptid entsprechenden Sequenz angegeben ist Die 

40 vollstandige Sequenz des Propep tids MP-121 wird nicht offenbart 

Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe besteht darin, DNA Sequenzen bereitzustellen, 
die fur neue Mitglieder der TGF-P- Proteinfamilie mit mitogenera und/oder Differenzierungs-induktivem Poten- 
tial codieren. Insbesondere besteht die Aufgabe der vorliegenden Erfindung darin, die vollstandige DNA- und 
Aminosauresequenz des TGF-Proteins MP-121 bereitzustellea 

45 Diese Aufgabe wird geldst durch ein DN A-Molekul, das fur ein Protein der TGF-P-Familie codiert und 

a) den fur das reife Protein codierenden Anteil und gegebenenfalls weitere funktionelle Anteile der in SEQ 
ID NO. 1 gezeigten Nukleotidsequenz, 

b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes entsprechende Nukleotid- 
50 sequenz, 

c) eine einem allelischen Derivat einer der Sequenzen aus (a) und (b) entsprechende Nukleotidsequenz, oder 

d) eine mit einer der Sequenzen aus (a), (b) oder (c) hybridisierende Sequenz umfaBt 

unter der Voraussetzung, daB ein DNA-MolekOl gemaB (d) zumindest den fur em reifes Protein der TGF-P- Fa- 
55 niilie codierenden Anteil enthllt 

Weitere Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung betreffen den Gegenstand der Ansprttche 2 bis 10. 
Andere Merkmale und Vorteile der Erfindung gehen aus der Beschreibung der bevorzugten AusfOhrungsfor- 
men hervor. Die Sequenzprotokolle und Zeichnungen werden jetzt kurz beschrieben. 
SEQ ID NO. 1 zeigt die vollstandige Nukleotidsequenz der fur das TGF-P-Protein MP-121 codierenden DNA. 
60 Das ATG-Startcodon beginnt mit Nukleotid 128. Der Start des vollsttadigen reifen Proteins beginnt mit 
Nukleotid 836. 

SEQ ID NO. 2 zeigt die vollstandige Aminosiuresequenz des TGF-p-Proteins MP-121, die aus der in SEQ ID 
NO. 1 gezeigten Nukleotidsequenz abgeleitet wurde. Der Beginn des bevorzugten reifen Proteins liegt bei 
Aminosaure 237. 

65 Fig. 1 zeigt einen Vergleich der Aminosauresequenz von MP-121 mit einigen Mitgliedern der TGF-p-Familie 
(Inhibin a- und p-Ketten) mit Beginn am ersten der sieben k nservierten Cysteinreste. * bedeutet, daB die 
Aminosiure in alien verglichenen Proteinen gleich ist; + bedeutet, daB die Aminosaure in mindestens einem der 
Proteine im Vergleich zu MP-121 Obereinstimmt 
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Fig. 2 zeigt die Nukleotidsequenzen der Oligonukleotidprimer, die in der v rliegenden Erfindung verwendet 
wurden und einen Vergleich dieser Sequenzen mit bekannten Mitgliedern der TGF-^Familie. M bedeutet A 
oder C, S bedeutet C oder G f R bedeutet A oder G und K bedeutet G oder T. 2a zeigt die Sequenz des Primers 
OD, 2b zeigt die Sequenz des Primers OID. 

Ira Rahraen der vorliegenden Erfindung umfafit der Begriff "reifes Protein" darfiber hinaus aber auch funktio- 5 
nelle Teiibereiche des Gesamtproteins, die im wesentlichen gleiche biologische Aktivitat aufweisen und vorzugs- 
weise solche Teiibereiche, die mindestens den Bereich der sieben in der TGF-p-Famiiie konservierten Cysteine 
umfassen. Insbesondere ist es hierbei mdglich, daB der N-Terminus des reif en Proteins ieicht modifiziert ist, also 
von der in SEQ ID NO. 2 gezeigten Sequenz abweicht Es kdnnen faier sowohl zusfltzliche AminosSuren, die die 
Funktionalitflt des Proteins nicht beeinflussen, vorhanden sein ais auch Aminos&uren fehlen, soweit auch in io 
diesem Fall die Funktionalitflt nicht eingeschr&nkt ist Bevorzugt ist jedoch, daB das Protein alle Aminosauren ab 
Aminosaure 237 der in SEQ ID NO. 2 gezeigten Axninosfluresequenz enthalt Von anderen Familienmitgliedern 
der TGF-3-Familie ist bereits bekannt, daB das Anhfingen zusatzlicher Aminosauren an den N-Terminus des 
reif en Proteins die Aktivitat nicht beeintrachtigt, wobei u. a. 6 zusatziiche Histidine am N-Terminus angehangt 
wurdea is 

Die voriiegende Erfindung umfafit also den far das reife Protein gem&B obiger Definition codierenden Anteil 
und gegebenenfalls weitere funktionelle Anteile der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Nukleotidsequenz sowie 
Sequenzen, die dieser Sequenz im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes entsprechen und allelische 
Derivate solcher Sequenzen. Weiterhin umfafit die voriiegende Erfindung auch mit derartigen Sequenzen 
hybridisierende Sequenzen unter der Voraussetzung, dafi ein solches DNA-Molekul zumindest den fOr ein reifes 20 
Protein der TGF-P-Familie (gemfifi der obigen Definition) codierenden Anteil vollst&ndig enthalt und die 
biologische Aktivitat erhalten bleibt. 

Der Begriff "funktioneller AnteiP im Sinne der vorliegenden Erfindung bedeutet einen Proteinanteil, der in der 
Lage ist, z. B. als Signalpeptid-, Propeptid- bzw. reifer Proteinanteil zu wirken, d h. mindestens eine der biologi- 
schen Funktionen der natflrlichen Anteile von MP-121 erfOUen. 25 

Der fOr den reifen Anteil des Proteins codierende Bereich reicht vorzugsweise von Nukleotid 836 bis zum 
Stopcodon, welches bei Nukleotid 11 84 der in der SEQ ID NO. 1 gezeigten Sequenz beginnt Gegebenenfalls 
kann das DNA-Molekul noch weitere funktionelle Anteile der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Sequenz umfassen, 
nftmlich die fur den Signal oder/und Propeptidanteil codierenden Nukleotidsequenzen. Besonders bevorzugt 
umfafit das DNA-Molekul die Sequenz fOr den Signal- und Propeptidanteil und den Anteil des reifen Proteins, 30 
d h. die Nukleotide 128 bis 1 184 der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Sequenz. Andererseits kann das DNA-Molekul 
neben dem fur das reife Protein codierenden Anteil auch noch funktionelle Signaloder/und Propeptidanteile von 
anderen Proteinen, z. B. von Proteinen mit Cystine Knot Motif (Cell, Vol. 73 (1993), S. 421 —424) und insbesonde- 
re von anderen Proteinen der TCF-|^Famiiie, z. B. den oben genannten AktrWn/Inhibin- oder BMP-Proteinen, 
insbesondere auch MP52 (siehe PCT/EP94/02630) umfassen. Die entsprechenden Nukleotidsequenzen sind aus 35 
den oben genannten Referenzen zu entnehmen, auf deren Offenbarung hiermit Bezug genommen wird Wtchtig 
ist hierbei, dafi der richtige Leserahmen fur das reife Protein erhalten bleibt Je nachdem, in welchen Wirtszellen 
die Expression stattfindet, konnte das Vorhandensein einer anderen Signalsequenz oder/und eines anderen 
Propeptidanteils die Expression positiv beeinflussen. Der Austausch von Propeptidanteilen durch entsprechende 
Anteile anderer Proteine ist z. B. bei MoL EndocrinoL 5 (1991), 149—1 55 und Proa NatL Acad ScL USA 90 (1993X 40 
2905—2909 beschrieben. 

Obwohl die alleiischen, degenerierten und hybridisierenden Sequenzen, die von der vorliegenden Erfindung 
umfafit werden, strukturelle Unterschiede aufgrund geringfugiger Anderungen in der Nukleotid- oder/und 
Aminosauresequenz aufweisen, besiteen die von derartigen Sequenzen codierten Proteine noch im wesentlichen 
die gleichen nfitzlichen Eigenschaften, die ihren Einsatz in grundsatzlich den gleichen medizinischen Anwendun- 45 
gen ermoglichea 

GemSB vorliegender Erfindung bedeutet die Bezeichnung "Hybridisierung 9 Qbliche Hybridisierungsbedingun- 
gen, vorzugsweise Bedingungen mit einer Salzkonzentration von 6xSSC bei 62 bis 66° C, gefolgt von einem 
einstQndigen Waschen mit 0,6 x SSC 0,1 % SDS bei 62 bis 66° C 

Bevorzugte Ausf Qhrungsformen der vorliegenden Erfindung sind DNA-Sequenzen, wie oben definiert, die aus 50 
Wirbeltieren, vorzugsweise Saugern, wie etwa Schweinen, KOhen und Nagern, wie etwa Ratten oder Mausen, 
und insbesondere von Primaten, wie etwa Menschen, erhaitlich sind bzw. entsprechenden Sequenzen nachgebil- 
det sind 

Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist die in SEQ ID NO. 1 gezeigte 
und als MP-121 bezeichnete Sequenz. Die Transkripte von MP-121 wurden aus Leber-Gewebe erhalten und 55 
codieren fur ein Protein, das eine betrachtliche Aminosaurehomologie zum reifen Teil der Inhibin/Aktivin-arti- 
gen Proteine zeigt (siehe Fig. 1). Die Proteinsequenzen von humanem a-Inhibin, Inhibin PA und Inhibin PB sind 
bei Mason et al (Biochenx Biophys. Res. Comm. 135, 957—964 (1986)) beschrieben. Einige typiscbe Sequenzho- 
mologien, die fur bekannte Inhibin-Sequenzen spezifisch sind wurden auch im Propeptidteil von MP-121 
gefunden, wahrend andere Teile des Propeptids von MP-121 erhebliche Unterschiede zu Inhibin -Propepti den 50 
zeigen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Vektor, der mindestens eine Kopie eines erfin- 
dungsgemafien DNA-MolekQIs enthalt In einem derartigen Vektor ist die erfindungsgemafie DNA-Sequenz 
vorzugsweise operativ mit einer ExpressionskontroUsequenz verknUpft Solche Vektoren eignen sich zur Her- 
stellung von TGF-P-artigen Proteinen in stabil- oder transient-transformierten Zellen. Verschiedene Tier-, 65 
Pflanzen-, Pilz- und Bakteriensysteme kdnnen zur Transformation und die anschliefiende Kultivierung verwen- 
det werden. Vorzugsweise enthalten die erfindungsgemaflen Vekt ren fOr die Replikation in der Wirtszelle 
notwendige Sequenzen und sind autonom replizierbar. Weiterhin ist die Verwendung von Vektoren bevorzugt, 
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dicsclckticri>areMaritei^eneenthalten f wodurchdieTransf rmati n emer Wirtszelle nachweisbar ist 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist cine Wirtszellc, die mit einer erfindungsgemaBen DN A oder einem 
erfindungsgemflBen Vektor transforraiert ist Beispiele von geeigneten WirtszeDen umf assen verschiedene euka- 
ryontische und prokaryoatiscfae Zellen.wie, etwa Ecoli, Insektenzellen, Pflanzenzellen, Saugerzellen und Pihe, 
5 wie etwa Hef e. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Protein der TGF-P-Familie, das von einer DNA-Sequenz nach 
Anspruch 1 codiert wird. Vorzugsweis weist das erfindungsgemlBe Protein die in SEQ ID NO. 2 gezeigte 
Amin s&uresequenz oder gegebenenfalls funktionelle Anteii davon (wie oben defmiert) auf und zeigt bioiogi- 
sche Eigenschaften, wie etwa Gewebe-induktive FUhigkeiten, die mdglicherweise fOr eine therapeutische An- 

io wendung relevant sind. Die oben genannten Merkmale des Proteins kOnnen abhangig von der Bildung von 
Homodimeren oder Heterodimeren mit anderen Proteinen mit Cystine Knot Motif und insbesondere TGF- 
P- Proteinen variieren. Solche Strukturen kdnnen sich ebenfalls fur klinische Anwendungen geeignet erweisen 
und bilden daher ebenfalls einen Gegenstand der vorliegenden Anmeldung. Bevorzugte Heterodhnere schlieBen 
Heterodimere aus einem Monomer des erfindungsgemaBen Proteins und Monomeren der a-, PA- oder PB-Inhi- 

15 bin-Ketten ein. Die sich aus der Heterodimerbildung ergebenden Eigenschaften kdnnen raehr in Richtung der 
Eigenschaften von Aktivin bzw. Inhibinen verscboben sein. Wenn z. R ein Heterodimer mit Inhibin u-Proteinen 
bzw. mit anderen Inhibin P- Proteinen gebildet wird, wird davon ausgegangen, daB das MP121/Inhibin (a-Kette)- 
bzw. MP121/Aktivin (PA oder pB-Kette)- Heterodimer die Hersteilung von Follikel-stimulierendem Hormon 
(FSH) inhibieren bzw. aktivieren kdnnte. MP121/Aktrvin Heterodimere kdnnten auch z. B, EinfluB auf die 

20 Mesoderm- Entwicklung nehmen. Es kann weiterhin erwartet werden, daB heterodimere Forraen mit einem 
Mitglied der BMP-Gruppe der TGF-P-Proteine dazu fQhren, daB BMP-ahniiche Aktivitaten verstarkt werden, 
wie z. B. die Fahigkeit, die Knochenbildung, Knorpelbildung oder Bildung von Bindegewebe zu induzieren bzw. 
zu fdrdern. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind daher heterodimere Proteine eines erfindungsgemaBen Proteins 

25 der TGF-P-Familie, das von einer DNA-Sequenz nach Anspruch 1 codiert wird, mit einem Monomer eines 
Proteins mit Cystine Knot Motif, bevorzugt eines anderen Mitgtieds der TGF-P-Familie. Ahniiche heterodimere 
Proteine sind in der WO 93/09229, EP 0 626 451 A2 und J. BioL Chem. 265 (1990), 13198- 13205 beschriebea 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind chimare Proteine, die funktionelle Derivate bzw. Anteile des 
Proteins gem&B SEQ ID NO. 2, insbesondere funktionelle Anteile des reifen Proteins aufweisen und darOber 

30 hinaus Anteile eines anderen Proteins. Das andere Protein kann hierbei wiederum ein Protein mit Cystine Knot 
Motif sein, das vorzugsweise auch zur TGF-P-Familie gehdrt, wie z. B. insbesondere MP52 (PCT/EP94/02630X 
Es kdnnen jedoch auch Anteile eines komplett anderen Proteins vorhanden sein, z. B. Rezeptor-bindende 
Domanen von Proteinen, welche dem ursprunglichen MP121 -Protein eine andere Spezifitflt verleihen. 
Die biologischen Eigenschaften der erfindungsgemaBen Proteine, vorzugsweise MP-121, kdnnen z. B. in 

35 Assays gem&B Wrana et aL (CeU 71, 1003- 1014 (1992)), Ung et aL (Proa NatL Acad, of Science, 82. 7217-7221 
(1985)), Takuwa et aL (Am. J. PhysioL, 257, E797-E803 (1989)), Fann und Patterson (Proc. NatL Acad, of Science, 
91, 43-47 (1994)), Broxmeyer et aL (Proa NatL Acad, of Science, 85, 9052-9056 (1988)X Green et aL (CeU, 71, 
731 -739 (1992)) oder Partridge et aL (Endocrinology, 108, 213-219 (1981)) bestimmt werden. 
Ein weiterer Gegenstand der vorliege den Erfindung ist ein Verfahren zur Hersteilung eines Proteins der 

40 TGF-P-Familie, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man eine mit einer erfindungsgemaBen DNA oder 
einem erfindungsgemaBen Vektor transformierte Wirtszelle kultiviert und das TGF-P-Protein aus der Zelle 
oder/und aus dem Kulturtlberstand gewinnt Ein solches Verfahren umfaBt die Kultrvierung der transformierten 
Wirtszelle in einem geeigneten Kuiturmedium und die Reinigung des erzeugten TGF-P-artigen Proteins. Auf 
diese Weise ermdglicht das Verfahren die Hersteilung einer ausreichenden Menge des gewttnschten Proteins 

45 zum Einsatz bei der medizinischen Behandlung oder in Anwendungen unter Verwendung von Zeilkulturtechni- 
ken, bei denen Wachstumsfaktoren bendtigt werden. Die Wirtszelle kann ein Bakterium, wie etwa Bacillus oder 
Ecoli, ein Pilz, wie etwa Hefe, eine Pflanzenzelle, wie etwa Tabak, Kartoff el oder Arabidopsis oder eine tierische 
Zelle, insbesondere eine Wirbeltierzellinie, wie etwa Mo-, Cos- oder CHO-Zellinien oder eine Insektenzellinie 
sein. Bei der Hersteilung in Bakterien kann es vorkommen, daB das erftndungsgemaBe Protein in Form von 

so EinschluBkdrpern (inclusion bodies) produziert wird. Diese inclusion bodies werden dann nach an sich bekann- 
ten Methoden renaturiert und das Protein dann in einer aktiven Form erhalten (siehe z. B. laenicke, R. u. 
Rudolph, R, Protein Strukcture, ed. Creighton, T.E, IRL Press, Chapter 9) . Zur Hersteilung von heterodimeren 
Proteinen mit anderen Mitgliedern der TGF-P-Familie werden beide Proteinmonomere entweder in derselben 
Zelle oder getrennt exprimiert, wobei auch eine gemeinsame Renaturierung bei anfallenden Fonnen von 

55 inclusion bodies geeignet erscheint Bei Coexpression in derselben Zelle sind insbesondere auch virale Systeme, 
wie z. R das Baculoviren-System oder das Vaccina Virus System geeignet 

Die Hersteilung von heterodimeren Proteinen ist prinzipieU dem Fachmann bekannt und z. B. in der WO 
93/09229 und der EP 0 626 451 A2 beschrieben. 
Die Hersteilung von chim&ren Proteinen mit anderen Proteinanteilen erfordert eine entsprechende Verande- 

60 rung auf DNA-Ebene, die dem Fachmann geiauflg ist und durch inn durchgefOhrt werden kann (EMBO J. 10 
(1991), 2105-21 10; CeU 69 (1992X329-341; J. Neurosci. 39 (1994), 195-210X 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Bereitsteilung von pharmazeutischen 
Zusammensetzungen, die eine pharmazeutisch wirksame Menge eines erfindungsgemaBen TGF-p-artigen Pro- 
teins als Wirkstoff enthalten. Gegebenenfalls umfaBt eine solche Zusammensetzung einen pharmazeutischen 

65 aktzeptablen Trager-, Hilfs-, VerdUnnungs- oder FQllstof f. Eine solche pharmazeutische Zusammensetzung kann 
bei der Wundheilung und Gewebewied rherstellung alleine oder in (Combination mit anderen Wirkstoffen, z. B. 
anderen Proteinen der TGF-P-Familie oder Wachstumsfakt ren, wie etwa EGF (epidermal growth factor) oder 
PDGF (platelet derived growth factor) verwendet werden. Ferner kann eine solche pharmazeutische Zusam- 
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mensetzungbeiderKrankheitspraventi n verwendet werden. 

Weitere Gegcnstfinde sind pharmazeutische Zusammensetzungen, die erfindungsgemftBc heterodimere Pro- 
teine oder/und chimire Proteine enthaken. 

Bcvorzugt wind die erfmdungsgemaBe pharmazeutische Zusammensetzung eingesetzt zur Behandlung und 
Pravention von Knochen-, Knorpel-, Bindegewebs-, Haut-, Schieimhaut-, Endothel-, Epithelial-, Neuronal-, 5 
Hirn-, Renal- oder Zahnschadigungen, zur Anwendung bei Zahnimplantaten, zur Anwendung in Wundheilungs- 
oderGewebewiederhersteDungsprozesseaalsMorph gen zum Einsatz zur Indukti n von Lebergewebewachs- 
tum, Induktion der Proliferation von VorlftuferzeDen oder Knochenmarkszellen, zur Beibehaltung eines Diff e- 
renzierungszustandes und zur Behandlung von Fertilitfitsstdrungen oder zur EmpfangnisverhQtung. 

Eine andere mogliche klinische Anwendung des erfindungsgemaBen TGF-f-artigen Proteins ist die Verwen- io 
dung als Suppressor der Immunreaktion zur Vermeidung der AbstoBung von Organtransplantaten oder ein 
Einsatz im Zusammenhang mit der Angiogenese. Ferner kann das erfindungsgemaBe Protein zur Fertilitatsstei- 
gerung oder Empfingnisverhutung eingesetzt werden. Die erfindungsgemaBe pharmazeutische Zusammenset- 
zung kann auch prophylaktisch oder in der kosmetischen Cmrugie verwendet werden. Weiterhin ist die Anwen- 
dung der Zusammensetzung nicht auf Menschen beschrfinkt, sondern kann auch Here, insbesondere Haus- und i 5 
Nutztiere umfassen. 

Im Obrigen kann bei heterodimeren Proteinen und chimaren Proteinen die Einsatzmdglichkeit und Spezifltat 
auch durch den Anteil des anderen Proteins bzw. anderen Monomers wie gewtinscht variiert werden. 

Generell kdnnen mit den erfindungsgemaBen Proteinen Krankheiten behandeh werden, die mit der Expres- 
sion von MP121 zusammenhangen, einerseits durch die Erhohung der Menge bzw. der Aktivitat an vorhande- 20 
nem MP121, auf der anderen Seite auch durch Unterdruckung der MP121 -Aktivitat So ist ein weiterer Gegen- 
stand der Erfindung die Herstellung von Antisense-Nukleinsauren und Ribozymen, die die Translation von 
MP121 hemmen. Diese Hemmung kann entweder durch Maskieren der mRNA mit einer Antisense-Nukleinsau- 
re erfolgen oder durch Spaltung mh einem Ribozym. 

Die Herstellung von Antisense-Nukleinsauren ist bekannt (Weintraub, HM n Scientific American 262: 40 25 
(1990)). Die Antisense-Nukleinsauren hybridisieren mit der entsprechenden mRNA und bilden ein doppelstran- 
giges MolekOl, welches dann nicht mehr translatiert werden kann. Die Verwendung von Antisense-Nukleinsau- 
ren ist z. R aus Marcus-Sekura, GJ„ AnaL Biochem. 1 72 (1 988), S. 289 - 295 bekannt 

Ribozyme sind RNA-MolekUle, die die Fahigkeit besitzen, spezifisch andere einzelstrangige RNA-Molekflle 
ahnlich wie DNA-Restriktionsendonukleasen zu spalten. Die Herstellung von Ribozymen ist in Cedt J. Amer. 30 
Med. Assn. 260 (1988), S. 3030 beschrieben. 

ErflndungsgemaB ist es hierbei auch mdglich, geeignete Vektoren mit der erfindungsgemaBen DNA-Sequenz 
in vitro oder in vivo in Patientenzellen zu transfizieren oder die Vektoren in vitro in Zellen zu transfizieren und 
diese dann einem Patienten zu implantieren. Ebenso kdnnen MP121-Antisense-Polynukleotide in Zellen einge- 
bracht werden, die eine ungewOnschte Expression von MP121 zeigen. 35 

Eine UnterdrOckung der MP12i-Aktrvitat kann auch erfolgen durch Bindung von Molekulen, die im Gegen- 
satz zu MP121 keine Signaiweiteiieitung auslosen, an die MP121-Rezeptoren. 

Es sind daher im Rahmen der Erfindung auch die Rezeptoren fQr MP121 an Zellen von Interesse. Zum 
Auffinden von Rezeptoren kdnnen zunachst verschiedene Zellinien auf ihr Bindungsverhalten von radioaktiv 
markiertem MP121 ( 12$ J-MP121) mit anschlieBendem cross-linking getestet werden. Von Zellen, die MP121 40 
binden, kann nachfolgend eine cDNA-Bibliothek in einem Expressionsvektor (erhaltlich bei InVitrogen) ange- 
legt werdea Zellen, die mit Rezeptor-cDNA transfiziert wurden, k6nnen dann flber die Bindung von radioaktiv 
markiertem MP121 selektiert werden. Dies sind dem Fachmann bekannte Methoden, wie sie z.B. for die 
Isolierung von Acitivin- (Mathews, LS. & Vale, W.W, Cell 65 (1991X 973-982) und TGF-0- Rezeptoren Typ II 
(Lin, H. Y. et aL, Cell 68 (1992), 775—785) verwendet wurden. Es ist in Analogie zu den bekannten Activin-Rezep- 45 
toren zu vermuten, daB es sich bei dem MP121-Rezeptor ebenfalls um einen in diese Familie gehorenden 
Rezeptorkomplex handelt, so daB zum Auffinden von Teilen des heteromeren (Complexes weitere dem Fach- 
mann bekannte Methoden, wie z. B. PCR mit degenerierten Oligonukleotiden, verwendet werden kdnnea Diese 
Methode ist z. B. auch bei den Activin- und TGF-p-Rezeptoren Typ I angewendet worden (Tsuchida et aL, Proc 
Nad Acad. SdL USA 90 (1993X 1 1242- 1 1246; Attisano et aL, CeU 75 (1993), 671-680; Franzen et aL, CeU 75 50 
(1993), 681 -692> 

SchlieBlich ist ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ein Anukflrper, der spezifisch an die 
erfindungsgemaBen Proteine binden kann, oder ein derartiges Antik6rperfragment (z. B. Fab oder Fab*). Verfah- 
ren zur Herstellung eines solchen speziflschen Antikdrpers oder Antikdrperfragments gehdren zum allgemeinen 
Fachwissen des Durchschnittfachmanns. Vorzugsweise ist ein solcher Antikdrper ein monoklonaler Antikdrper. 55 
Solche Antikdrper oder Antik6rperfragmente kdnnten sich auch fQr diagnostische Methoden eignen. 

Weiterhin soli die Erfindung durch die folgenden Beispiele veranschaulicht werdea 

Beispiel 1 

60 

Isolierung von MP-121 

LI Gesamt RNA wurde aus menschlichem Lebergewebe (40jahriger Mann) nach der Methode von Chirg- 
win et aL (Biochemistry, 18, 5294—5299 (1 979)) isoliert Pohy (A + ) -RNA wurde aus der Gesamt-RNA durch 
Oligo (dT) -Qiromatographie geraaB den Vorschriften des Herstellers (Stratagene Poly (A) Quick-Saulen) 65 
abgetrennt. 

12 FQr die reverse Transkriptionsr akti n wurden 1 bis 2$ ug Pohy (A+) -RNA fur 5 Minuten auf 65°C 
erhitzt und schnell auf Eis abgektthlt Das Reaktionsgemisch enthielt 27 U RNA-Guard (Pharmacia), 2,5 \Lg 



5 



DE 195 11 243 Al 



Oligo (<TI)i2-i8 (Pharmacia), 5 x Puffer (250 mmoi/1 Tris/Hd pH 8A 50 mm 1/1 MgCfe, 50 mmol/1 DTT, 5 
mmol/1 von jedem dNTP, 600 mmol/1 KO) und 20 U AMV reverse Transcriptas (Boehringer Mannheim) 
pro u-g Poly (A + )-RNA. Das Reakti nsgemisch (25 uJ) wurde 2 Stunden lang bei 42° C inkubiert Der cDN A 
Pool wurde bei - 20° C aufbe wahrt 
s 13 Die in Fig. 2 gezeigten Deoxynukleotidprimer OD und OID wurden auf inem aut matischen DNA- 
Synthesizer (Biosearch) hergestellt Die Reinigung erfolgte durch denaturierende Polyacryiamidgelelekto- 
ph rese und Isolierung der Hauptbande aus dem Gel durch Isotach ph rese. Die Oligonukleotide wurden 
durch Vergleich der Nukleins&uresequenzen von bekannten Mitgliedern der TGF-P-Familie und Auswahl 
von Regionen mit hoher Konservierung entworfen. Ein Vergleich dieser Region ist in Fig. 2 gezeigt Zur 
10 Erleichterung der KJonierung enthieiten beide Oligonukleotide Eco Rl-Schnittstellen und OD enthielt 
zusatzlich eine Nco I-Restriktionsschnittstelle an seinem 5'-Terminus. 

1.4 Bei der PCR-Reaktion wurde 20 ng Pory (A+)-RNA entsprechende cDNA (siehe 1.2) als Ausgangsma- 
terial verwendet Die Reaktion wurde in einem Volumen von 50 ul durchgeftthrt und enthielt 1 x PCR-Puf- 
fer [lSfi mmol/1 (NH^O* 67 mmol/1 Tris/HQ pH 8& 2 mmol/1 Mgd* 67 UJnol/lEDTA, 10 mol/l P-Mer- 
15 captoethanol, 170 ug/ml Rmdersenimalbumin (Gibco), 200 umol/l von jedem dNTP (Pharmacia), 30 pmol 
von jedem Oligonukleotid (OD und OID) und 1,5 U Taq- Polymerase (AmpliTaq, Perkin Elmer Cetus). Das 
Reaktionsgemisch wurde mit Paraffin Oberschichtet und es wurden 40 PCR-ZykJen durchgefuhrt Die 
Produkte der PCR-Reaktion wurden durch Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt und durch Ethanolpra- 
zipitation konzentriert 

20 1.5 Die H&lfte der PCR-Reaktionsprodukte wurde mit den Restriktionsenzymen SphI (Pharmacia) und 
AIwNI (Biolabs) entsprechend den Vorschriften des Herstellers gespalten. Die zweite H&lfte wurde in einer 
Serie von Reaktionen mit Ava I (BRL), AlwN I (Biolabs) und Tfl I (Biolabs) geschnitten. Die Restriktionen 
wurden in 100 \i\ mit 8 U Enzym Qber 2 bis 12 Stunden bei 37° C durchgefuhrt (aufier bei Tfl I bei 65° Q. 

1.6 Die Produkte der Restriktionsspaltung wurden durch Agarosegetelektrophorese fraktioniert Nach 
2s Anfarbung mit Ethidiumbromid wurden nicht gespaltene Amplifikationsprodukte aus dem Gel herausge- 

schnitten und durch Phenolextraktion isoliert Die erhaltene DNA wurde anschliefiend zweimal durch 
Phenol/Chloroform- Ex traktion gereinigt. 

1.7 Nach Ethanolprazipitation wurde ein Viertel oder ein FQnftel der isolierten DNA reamplifiziert, wobei 
die gletchen Bedingungen wie fttr die primare Amplifikation verwendet wurden, auBer daB die Anzahl der 

30 Zyklen auf 13 verringert wurde. Die Reamplifikationsprodukte wurden gereinigt, mit den gleichen Enzymen 
wie oben geschnitten und die ungeschnittenen Produkte wurden, wie oben fur die Amplifizierungsprodukte 
erlautert, aus Agarosegelen isoliert Der Reamplifizierungsschritt wurde wiederholt 

1.8 Nach der letzten Isolierung aus dem Gel wurden die Amplifikationsprodukte durch 4 U Eco RI 
(Pharmacia) unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen gespalten. Ein Viertel des Restriktionsge- 

35 misches wurde in den mit Eco RI gespaltenen Vektor pBluescript SK+ (Stratagene) iigiert Nach Ligation 
wurden 24 KJone jeder Enzymkombination durch Sequenzieren weiteranarysiert Der Ansatz, der mit AlwN 
I und Sph I geschnitten wurde, enthielt ketne neuen Sequenzen, nur BMP6 und Inhibin PA Sequenzen. 19 
identische neue Sequenzen, MP- 121 genannt, wurden in den mit Ava I, AlwN I und Tfi I geschnittenen 
Ans&tzen gefunden. Diese Plasmide wurden pSK-MP121 (OD/OID) genannt Eine Sequenz unterschied sich 

40 von dieser hauptsSchlich gefundenen Sequenz an zwei Nukleotiden Die Ligation und Transformation in 
Ecoli wurde wie in Sambrook et aL, Molecular cloning: A laboratory manual (1989) beschrieben durchge- 
fuhrt 

Der Klon wurde zum 3'-Ende der cDNA nach der ausftthrlich von Frohmann (ver6ffentlicht von Perkin-EImer 

45 Corp^ Amplifications, 5, 1 1 — 1 5 (1 990)) beschriebenen Methode vervollstandigt 

Dieselbe Leber-mRNA, welche zur Isolation des ersten MP- 121 Fragmentes benutzt wurde, wurde, wie oben 
beschrieben, revers transcribiert unter Verwendung von Oligo dT (16mer) verbunden mit dem Adapterprimer 
(AGAATTCGCATGCCATGGTCGACGAAGC -Tie). Die Amplifikation wurde mit dem Adapterprimer 
(AGAATTCGCATGCCATGGTCGACG) und einem internen Primer (GGCTACGCCATGAACTTCTGCA- 

50 TAX nacn ^ er MP- 121 Sequenz hergestellt, durchgefuhrt Die Amplifikationsprodukte wurden mit einem weite- 
ren internen Primer (ACATAGCAGGCATGCCTGGTATTG), hergestellt nach der MP-121 Sequenz, und dem 
Adapterprimer reamplifiziert Die Reamplifikationsprodukte wurden nach Restriktion mit Sph I in den ebenso 
geschnittenen Vektor pT7/T3 U19 (Pharmacia) kloniert und sequenziert Die Klone wurden durch ihre Sequenz- 
tiberlappung mit dem bereits bekannten Teil der MP121 -Sequenz charakterisiert Ein Klon, genannt pl21Lt 3' 

55 MP13, wurde benutzt, urn ein Nco I (stumpf gemacht mit T4 Polymerase)/Sph I Fragment zu isolieren. Dieses 
Fragment wurde in einen der oben erwahnten pSK-MP121 (OD/OID) Vektoren kloniert, dessen OD- Primer 
Sequenz zum T7 Primer der pSK Multiple Cloning Site orientiert war. Dazu wurde der Vektor mit SphI und 
Smal restringiert Das Konstrukt wurde pMP121DFus6 genannt Es beinhaltet die MP-121 Sequenz von Position 
922 bis 1360 wie in SEQ ID NO.l gezeigt 

60 

\3 Ein Dde I Fragment von pMP-121DFus6, welches von Position 931 bis 1304 in SEQ ID NO. 1 reicht, 
wurde zum Screenen einer humanen Leber cDNA Library (Clontech, # HL3006b, bot 36223) verwendet, 
wie es ausfuhrlich bei Ausubel et aL (Current Protocols in Molecular Biology, verdffentlicht von Greene 
Publishing Associates und Wiley-Interscience (1989)) beschieben ist Aus 8,1 x 10 s Phagen wurden 24 
65 Mischplaques gepickt und vereinzelt Daraus wurden 10 Klone, die mit PCR unter Verwendung der Primer 
L02 (ACATAGCAGGCATGCCTGGTATTG) und LOI1 (CTGCAGCTGTGTTGGCCTTGAGA) aus 
dem Dde I Fragment, ein positives Signal ergaben, ausgewahlt und vereinzelt Die cDNA wurde Qber eine 
EcoR I-Restrikti n aus den Phagen is liert und in den ebenfalls mit Eco RI gespaltenen pBluescript 
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SK-Vekt rkloniert 

Eine Sequenzierung eines der resultierenden Plasmide, SK121L9.1, zeigte, daB das Startcodon an Positi n 128 
von SEQ ID NO. 1 beginnt da drei Stopp-Codons in-frame vor diesem Startcodon an Positi n 62, 77 und 92 
liegea Der Start dcs reifen MP121 liegt bei Position 836 von SEQ ID NO. 1, legt man die Sequenzanalogie zu 5 
anderen TGF-0 Protemen zu Grande, was der Aminosfture 237 in SEQ NO. 2 entspricht Das Stoppcodon 
beginnt an Positi n 1 184 der SEQ ID NO. 1. 

Das Plasmid SK121 L9.1 wurde unter der Hinterlegungsnummer 9177 bei der DSM am 26.4:94 hinteriegt 

Beispiel 2 io 
Expression von MP121 

Die Expression von MP121 ist sowohl in eukaryontischen als auch in prokaryontiscfaen Systemen mdglich. 

Fur die Expression in Prokaryonten wurde nur der reife Anteil von MP121 verwendet Nach Aufreinigung 15 
kann das in Ecoli als Monomer exprimierte reife MP12I Protein dann zu einem Dimer zuruckgefalten werdea 
Urn die Aufreinigung des MP121 zu vereinfachen, kdnnen an den N-Terminus des reifen Proteins zusatzlich 6 
Histidine gehingt werdea die durch Bindung an Nickelchelat-Siulen die Aufreinigungdes Proteins erleichtera 

Beispielhaft wurde der reife Anteil von MP121 (Aminosfiure 237 bis 352 in SEQ ID NO. 2) mit 13 zusfitzlichen 
Aminosauren einschliefilich 6 Histidinen am N-Terminus (MHHHHHHKLEFAM) in dem prokaryontischen 20 
Vektor pBP4 exprimiert Dieser Vektor ist ein pBR322 Derivat mit Tetracyclinresistenz der zusatzlich den T7 
Promoter aus dem pBluescript II SK Plasmid (Stratagene) enthalt Weiterhin enthaJt der Vektor nach dem 
T7- Promoter eine ribosomale Bindestelle und ein Startcodon gefolgt von 6 Codons fur Histidia Hinter mehreren 
singularen Restriktionsschnittstellen wie Eco RL Xho I, Sma I und Apa I fur die Insertion von Inserts sowie 
Stopcodons in alien drei Leserahmen folgt ein Terminator (T0). Zum Erhalt der cDNA fur den reifen Anteil von 2$ 
MP121 wurde eine PCR mit den beiden Oligonukleot iden GAATTCGCCATGGGCATCGACTGCCAAG- 
GAGG und CCGCIOjAGAAGCnX^CTGCACCCACAGGC auf dem Plasmid SK121L9.1 (DSM Hinter- 
legungsnummer: 9177) durchgefuhrt Beide Oligonukleotide enthalten an den Enden hinzugefQgte Restriktions- 
schnittstellen (Eco RI und Nco I bzw. Xho I und Hind III). 

Das resultierende 377 bp Fragment wurde stumpfendig in den mit Eco RV restringierten Vektor pBluescript II 30 
SK (Stratagene) zwischenkloniert Ein Klon mh der Orientierung des 5', Endes von MP121 zum T7-Promoter 
wurde mit Eco RI restringiert und das resultierende Insert (038 kb) in den ebenfalls mh Eco RI restringierten 
pBP4 Vektor kloniert Die richtige Orientierung des Inserts beim resultierenden Plasmid pBP4MP121His wurde 
durch Res triktions analyse und Sequenzierung festgestellt Das Plasmid pBP4MP121His wurde am 30.1.1995 bei 
der DSM (Hinterlegungsnummer : 9704) hinteriegt 35 

Die Expression von MP121 Protein linn durch gleichzehige Bereitsteilung von T7-RNA Polymerase erfolgea 
Die T7-RNA Polymerase kann fiber verschiedene Methoden bereitgestellt werdea wie z. B. ein zweites Plasmid 
mit einem Gen fur T7 RNA Polymerase oder durch Infektion mit Phagen, die ftir die T7 RNA Polymerase 
codieren oder aber durch spezielle Bakterienstamme, die das Gen fur T7 RNA Polymerase integriert habea 
Unter Verwendung des Bakterienstammes BL21(DE3)pLysS (Novagen, #69451-1) und Induktion der T7 RNA 40 
Polymerase- Expression nach Herstellerangaben mit IPTG, wird das reife MPI2I Protein mit His-Tag 
(MP121 His) in Einschlufik6rpern gebildet Das Protein zeigt in SDS-Polyacrylamid-Gelen (15%) ein apparentes 
Molekulargewicht von knapp 16 kD (theoretisches Molekulargewicht: 14.2 kD) wie es representativ im Western- 
blot der Fig. 3 gezeigt ist Die mit pBP4 transfonnierten Bakterien als Kontrollen zeigen jeweils keine Anfar- 
bung spezifischer Bandea Aufgrund des His-Tag kann dieses Protein uber Nickelchelatbildende Saulen wie z. B. 45 
beschrieben in Hochuli et aL (BIO/Technology Vol 6, 1321 - 1325 (1988)) gereinigt werdea 

Eine zusatzliche Reinigung ist mdglich Uber eine Reversed Phase HPLC Es wurde einer Reversed Phase Slule 
(Nucleosil 300-7C4 von Macherey-Nagel, Art 715023) mit einer FluBrate von 2 ml/min und einem Acetonitril- 
gradienten in 0.1 % TFA von 0 bis 90% in 100 min verwendet Unter diesen Bedingungen ehiiert MP1 21 His ab ca. 
40% AcetonitriL so 

Der Nachweis, daB es steh urn MP121 Protein handelt, wurde jeweils uber Western blot Analyse mit MP121 
spezifischen Antikdrpern gefflhrt Pohyklonale Antikdrper gegen MP121 wurden sowohl in Hiihnern als auch in 
Kaninchen erzeugt Zum Erhalt des Antigens fur die Immunisierung wurde ein TeQ des reifen Anteiis von MP121 
(Aminosflure 260 bis 352 in SEQ ID NO. 2) mit den ersten 98 Arninos&uren der Polymerase des MS2-Bakterio- 
phagen fusioniert und in ILcoli exprimiert Nach Isolation der EinschluBkdrper wurde das Fusionsprotein 55 
(MS2-MP121) auf Poiyacrylamid-Gelen separiert und nach Kupferfarbung durch Elektroelution (Tessmer, U. & 
Derrick, R^ IBL (1990) 8—13) for die Immunisierung isoliert Mit Antik8rpem sowohl aus HOhnern als auch aus 
Kaninchen ist es mdglich, speziflsch Expression von MP121 nachzuweisea Fur den schematisierten Western blot 
in Fig. 3 wurden Hflhner-Antikftrper verwendet, die tiber PEG-Prfizipitation (Thalley B. S. a Carroll, S3, 
BIO/Technology VoL 8, 934—938 (1990)) und Uber Membrangebundenes Antigen (Fusionsprotein 60 
(MS2-MP121)) (18.17 in Sambrook et aL Molecular Cloning, second editioa Cold Spring Harbor Laboratory 
Press 1989) weitergehend auf gereinigt warea Als zweiter Antik6rper wurde Anti-Chicken IgG mit gekoppelter 
alkalischer Phosphatase (Sigma A9171) eingesetzt Die Detektion erfolgte mit dem Tropix Western-Light 
Protein Detection Kit (Serva # WL10RQ nach Herstellerangabea 

Urn bi logisch aktives Material zu erhalten, kann das in Ecoli exprimierte und aufgereinigte monomere 65 
MP121 zu einem dimeren MP121 zurflckgefalten werdea Dies kann nach Methoden wie z. B. beschrieben von 
Jaenicke, R. & Rud lph, R. (Protein structure, ed. Creightoa T£^ IRL Press, Chapter 9) erfolgea 
FQr die Expression in eukaryontischen Zellen wurde das Vaccinia Viren Expressionssystem verwendet, wie es 
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ausf Qhrlich und fur den Fachmann nacharbettbar in den Current Protocols in Molecular Bi fogy (Ausubel et aL, 
Greene Publishing Associates and Wiley- Interscience, Wiley & Sons), im folgenden abgekflrzt mit CP, unter 
Chapter 16 Unit 16.15—16.18 beschrieben ist Das System beruht darauf, daB Fremd-DNA unter Verwendung 
bestimmter Vektoren durch h mologe Rekombinati n in das Vaccinia Virus Genoms integriert werden kann. Zu 
5 diesem Zweck enthfllt der verwend t Vektor das TK (Thymidinkinase) Gen aus dem Vaccinia Gen m. Urn eine 
Selektion auf rekombinante Viren zu ermdglichen, enthftlt der Vektor weiterhin das Ecoli Xanthin-Guanin- 
Ph sph ribosyi-Transferase Gen (gpt) (Falkner, RG. & Moss, B, J. f ViroL 62 (1988^ 1849- 1854). In diesen 
Vektor wurde die cDNA mit dem gesamt n codierenden Bereich fflr MP121 kloniert 
Um die 5' und 3' nicht translatierten Bereiche aus dem ursprunglichen Plasmid SK121L9.1 (DSM, Hinterle- 

io gungsnummer: 9177) zu verkflrzen und an den Enden singuiare Restriktionsschnittstellen einzufflgen, waren 
PCR Reaktionen und Zwischenklonierungen notwendig. Alle PCR Reaktionen wurden mit dem Plasmid 
SK.121L9.1 (DSM Hinterlegungsnummer: 9177) durchgefQhrt Zur Verkurzung des 5' nicht translatierten Endes 
wurde der Primer CCCGGATCCGCTAGCACX^TGACCTCCT^^ mit einer eingefQgten Bam 

HI und Nhel Restriktionsschnittstelle in einer PCR mit einem internen Primer (CCXTIXjTTOTCCrCTA- 

15 GAAGTG) benutzt Das gewonnene Fragment wurde in Bluescript SIC (Stratagene) zwischenkloniert, sequen- 
ziert und auf Obereinstimmung mit der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Sequenz flberprflft FQr ein verkflrztes 3' 
nicht translatiertes Ende wurde das Sph I/Eco RI Fragment (0.22 kb) aus dem Plasmid pBP4MP121His verwen- 
det 

Die beiden End-Fragmente von MP121 wurden fiber interne Restriktionsschnitte (Xba I und Sph I) mit der 

20 fehlenden mittleren DNA Sequenz aus dem Plasmid SK121L9.1 (DSM Hinterlegungsnummer: 9177 ) nach 
Standardmethoden (Sambrook et aL Molecular Cloning, second edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press 
1989) verbunden. Die so erhaltene verkQrzte cDNA mit dem voflstftndigen Leserahmen fflr MP121 (Nukleotid 
1 28 bis Nukleotid 1 184 in SEQ ID No. 1) konnte flber Ausnutzung der Restriktionsschnitte Bam HI und Eco RI in 
den ebenso geschnittenen Vektor pBPI kloniert werden. Das resultierende Plasmid pBPIMP121 wurde am 

2s 12.1.95 bei der DSM (Hinterlegungsnummer: 9665) hinterlegt 

Das Plasmid pBPIMP121 wurde fflr die Herstellung von rekombinanten Vaccinia Viren eingesetzt Dazu 
wurden zu 80% konfluente 143B Zelien (HuTk-, ATCC CRL 8303) in 35 mm Kulturschalen mit Vaccinia Wildtyp . 
Virus in 1 ml PBS fflr 30 Minuten bei Raumtemperatur unter gelegentlichem Schfltteln infiziert (1 Virus auf 10 
Zelien). Nach Absaugen des Oberstandes und Zugabe von 2 ml Kulturmedium (MEM, Gibco BRL #041-01095 

30 mit 1:500 verdflnntem Penicillin und Streptomycin Gibco BRL #043-05140) wurde fflr 2Stunden bei 37° C 
inkubiert Das Medium wurde anschlieBend entfernt und die Transformation dieser Zelien mit 100 ng 
pBPIMP121, 2 ugTriger DNA (Kalbsthymus, Ultraschall behandelt, Boehringer Mannheim # 104175) und 10 ul 
Lipofektin (Gibco BRD # 18292-01 1) in 1 ml MEM fflr ca. 15 h bei 37° C erreicht Nach Zugabe von 1 ml MEM 
mit 20% FCS (Sigma #F-7524) wurde fflr weitere 24Stunden bei 37° C inkubiert und die lysierten Zelien 

35 anschlieBend eingefroren. 

Die gpt Selektion auf die Xanthm-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase und Isolation und Amplifizierung 
einzelner rekorabinanter Viren erfolgte im wesentlichen wie in Unit 16.17 der CP beschrieben, mit dem Unter- 
schied, daB RK1 3 Zelien (ATCC CCL 37) verwendet wurden. 
Die Integration der MP121 cDNA in das Virus Genom wurde durch Dot blot Analyse (CP Unit 16.18) 

40 bestatigt Ein rekombinantes Virus aus der Transfektion mit pBPMP121 sowie der Wildtyp Virus wurden fflr 
Expressionsanalysen in den Zellinien 143B (HuTk-, ATCC CRA 8303, human) und NIH-3T3 (DSM ACC 59, swiss 
mouse embryo) eingesetzt Die Zelien wurden nach den Angaben der Vertreiber kultiviert Die konfluenten 
Zelien wurden mit der dreifachen Anzahl an Viren fur 30 Minuten bei 37°C infiziert und anschlieBend das 
entsprechende Kulturmedium mit 10% FCS und Penicillin/Streptomycin (1 :500, Gibco BRD #043-05140) 

45 zugefflgt Nach 6 Stunden bei 37° C wurde das Medium entfernt, die Zelien zweimal mit z. R HBSS (Gibco BRD 
# 14180-046) gewaschen und Produktionsraedium (MEM fflr HuTk- bzw. DMEM mit 4.5 g/l Glucose und NEAA 
(Gibco BRL # 1 1 140-035) fur NIH-3T3 jeweils versetzt mit Aprotinin (Fluka # 10820, 50 U/ml) und Penicillin/ 
Streptomycin) ohne FCS zugesetzt Nach 20 bis 22 Stunden Produktion wurde der Zellflberstand gesammelt Die 
Analyse der Expression erfolgte durch Western blots nach Standardmethoden (CP Unit 10.8). Dafflr wurden die 

50 Proteine aus 1 bis 3 ml Zellkulturflberstand durch Zugabe des ftquivalenten Volumens an Aceton und Inkubation 
von mindestens einer Stunde auf Eis pr&rfpitiert und abzentrifugiert Nach Resuspension des Pellets in Auftrags- 
puffer (7 M Harnstoff, 1 % SDS, 7 raM Natriumdihydrogenphosphat, 0,01 "Vo Bromphenolblau und gegebenenfalls 
1% P-Mercaptoethanol) erfolgte die Auftrennung in 15%igen Polyacrylamidgelen. Als Markerproteine wurde 
ein vorgef&rbter Protein-Molekulargewicht s standard (Gibco BRL #6041-020) eingesetzt Der Transfer auf 

55 PVDF Membran (Immobilon # IPVH00010) und das Abblocken der Membran erfolgten nach Standardmetho- 
den. 

Eine representative schematisierte Zeichnung der Western blot Ergebnisse in Fig. 3 zeigt, daB bei den 
rekombinanten Viren MP121 spezifische Banden auftreten. Die Expression von MP121 in NIH-3T3 Zelien fflhrt 
zu einem sekretierten Protein mit einem im Gel unter nicht reduzierenden Bedingungen erscheinenden Moieku- 

60 largewicht von ungeffihr 18 kDa (erwartetes theoretisches Molekulargewicht: 25 kD). Unter reduzierenden 
Bedingungen liuft das Protein bei ungeflhr 15 kDa im Gel (erwartetes theoretisches Molekulargewicht: \Z5 
kD). Diese Ergebnisse zeigen, daB MP121 wie zu erwarten als dimeres reifes Protein exprimiert wird Das relativ 
wenig verlangsamte LaufVerhalten des dimeren MP121 Proteines gegenflber dem monomeren MP121 Protein 
ist wahrscheinlich mit einer globul&ren Struktur zu begrflnden. Die Prozessierung des Vorlauferproteines zum 

65 reifen Protein konnte auch in HuTK-Zellen gezeigt werdea Bei mit Wildtyp Viren (ohne integrierte Fremd- 
DNA) inRzierten Zelien (HuTK- oder NIH-3T3) traten keine Banden im Western blot auf. 

Das Vaccinia Expressionssystem eignet sich bei Kotransfektion mit rekombinanten Vaccinia Viren, die fflr 
unterschiedliche Mitgli der der TGF-P-Familie codieren, insbesondere auch fflr die Bildung von Heterodimeren. 
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Ober Affinit&tssSuIen mit spezifischen Antikdrpcrn gcgen die etnzelnen 7GF-P-Fainflienmitglieder ist es dann 
mogiich, Hctcrodimerc von Homodim rcn zu trenncn. Insbesondere von Intercsse sind dabei die a- sowie die 
PA- und fJB-Ketten der Inhibinc 
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SEQIDNO.l 

10 20 30 40 50 

ITMSCTMO 12V ^7PQ0 123456 7800 1?Wffi2fl 

CMGS&GOCA TGQCfcGCIGS AC300CTT CITXM^*GICEG±7!G: 3) 

QGGSCRGftG TPSSOaC a ULUUTllsA G JVCPCTaGX CliauiUlUl ' 103 

ATTOODCftAG A^GoGGCTTIC CDCAGCAMG ACCICEIQT 'lU^'J L ClUU L : 150 

QTMUU1L CiOaL'ILOA OOOOOSCa GC3G30QSIC 200 

AUlUlCJCftQC MGIG3G333 OOCSLLTIUG A?OQa©G COGOGaaG 250 

ClUmTlU ATCTG3XAA GftS^GCKIC TIG30SGC TGCACEICAC 300 

GCfiGOQOOCA ACfiCnaftOC OJJL'mimC CftQQCTCCT TIQG30G 350 

OOQCW3CA CC10C&0333 GTODC30G3 G3330TCT AQGStfMC 400 

AGG3tfOGS AATCIgAftT OfflQGCTIT CTQQOG ( mUOJA C 450 

CATCftACCAG ACTOGTCTIG ATTTICACIT CIOCJilLUAT AGAAOGZDS . 500 

CTSCftOGSi GSICQGCftG OCEftGICICA TCITCTTIGT QQGdtGXT 550 

TOCaMDVaCA Ci'lULSACETT SAftSGRGA UIOTIUIU; TG33IQ3CA 600 

TAKffiOCftAC CICftGCITOS OTOCAGIA CCIQCIQSG (JlU^iUJJA 650 

GIGGCIGGCA ICAftLlOJGC CSftQQQQCIG ASGCTCMGC T33ZD3C2GC 700 

cacQQGcaoc icaaxsGca ocrGSEftcrr csaoKraos t&gooc&sg 750 

cicflGicMC ci uu muda G crooocraaG (jLirmmu oaGam*; 800 

tc?o\gtiog ggscaaacac ooarcfca: eaG&G3C£r aacisx&A so 

GG&GQGIGCA GGKIGIGCIG TOSaCAASiG TlTmUlUJ JOT0CEEG&. 900 

omuGcios ooacm icaiaaooc TGaoGaaac GGCKDsacr 950 

TCIQCATftQG GCAGIGDOCA. CTBCfcCKISG OG3CKEGQC l& aK i'HjLT 1000 

GjL'iuL'me jocrocaGr Qgieftftjcrr aeaaGGC o , joogns: ioso" 

AQGCsccacr qs^qsgggct ckuosusf aooc&ogqx mnrmiTTn: 1100 

lUlCjO GCT CIMTKKSC AG33O0CA ACfflG'lCAA QCISffia 1150 

(XJICSCMPQS TftGIAG?y3GC C1U1US2IQC Mii'JUAUiUlA 'IG ' lUlUJift T 1200 

GG3C&G0CC& A Uil'lUJA JG G3AAACMG 0X3030®. AGTGC3CTIC 1250 

CTPCaSKSa. GGS^DaCC TCKTICICIG TOaaKEGT QSO00CXC 1300 

TTCCIGAGC& 1CT3KEGSA AT33VCOOC&C CiTlGftCTIG AfttS^JSOCIT 1350 

CftTCDftAQC GXftTCTICC TetfXaCBC UJILIVIUJI' 1400 

AGGQCATAGT (XETOOGGZr ACTXMCOC G233GGG0CA CIOCftGGaC 1450 

KMSraKT CTCXAftCOT ©GZAATQX MCTCGTICC OGGCfta&Q. . 1500 

caDULTias: raccrmA tmsvooockp ASOOCsoKr (juiii'iujiur 1550 

CLTl'lL'ilACr CSMGQICOC aCTOCMG^ TSGTIOCA QytfTCTTIC 1600 

QOQCAKPITr "IGIGSTCIC CMaQGGX L'i'iL'iTlULA TTC3CCAAAG 1650 

TnaSOPC&C /lUJlUJULAA AKIKOG3CT TftOCEACOGC OClCiTIUlT 1700 

CTSM3Q0QCT (jlLLTlLTiA GTIGIOCftBS TaftCEOA AftGC'lUiUiT 1750 

TGCKEROCTT aflOOOTIT TlUlimUT aim'i'ALl ' a MK CC 'AT • 1800 

AftG333K3*C 'lUJKlCMCT G&QCXDXU' G . IX'lC litt^: 1850 • 

TiQl'lUClia Ti'lUi'lMCC CIGTIDCCIC TCIGICT^GS 1S00 

TCICSIG2TT CPSIGIRftCr GIG33K2TC IGTOIDCCR OCECEIGS 1950 

C1RO0G0CIT CCKCG32X3C ACTCTGXT ACOTCTaT TlTlTrnTi' 2000 

' l'l'l'l'l'l'l'i'lT T3^ftftG3'!55. ^JSTTOCIT WOTTEP TOCIGS3S0C 2050 

MTEfiCQyZ^A TEEiCRGSSZ AKEKffiOCIG MGEMflDSA AftC?J3LA3»£3i. 2100 

A?AftaC?AA. GCr&£**£?£ jaW^I3CC OTsGaKEGT KMORKTr 2150 

QOVOCVCTiT TGC^JTI3^JIC A^GCIGZA. CnTTSGOA MHGHXAl'JA 2200 

TG?oysiocr &ACAfie*G GsnrociGr t^agctes. GiA^cnTic 2250 

iraCEKIGS. ICSTOGTIGC TT 2272 
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SEQ ID NO. 2 



10 20 30 40 50 

1TU567890 w vawm 1234567890 1234557890 1234S 



MISSIIIAFL HAPITVKIP R&G3QCPACG GHLEI5S31 ELUHAKRS 50 

HZKLHUI^ FHMSVSRA MiOMJ3HIH GVFQOLLED NREQECEHS 100 

EAEIQ^STTN QIRLCJFHFSS EKEftOTEVQ C^SI^PFVK, PSNTIWILKV 150 

HVLVLGR3NT NLHATDOi EVE&SGWH3L HjSBSCSSC SQ3JL3IELV 200 

IB33WRQSS7 HG»AHRFF VaRRVFVQCX H3EBK3IC Q3GSR>GCRQ 250 

EEFVOFKEXG VKEWUC^EG YBMSffCIQQC HHCftQiPGr AASEHffiVLN 300 

niffltB^GT TGSSSGCVFT .^RRPL>ST.LYY ERDBNIWKID ISEMWEaDG 350 

CS 352 



PatentansprQche 

1 . DNA-Molekul, das fur ein Protein der TGF-p-Familie codiert und 

a) den fur das reife Protein codierenden Anteil und gegebenenfalls weitere funktionelle Anteile der in 
SEQ ID NO. 1 gezeigten Nukleotidsequenz, 

b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes entsprechende 
Nukleotidsequenz, 

c) eine einem allelischen Derivat einer der Sequenzen aus (a) und (b) entsprechende Nukleotidsequenz, 
oder 

d) eine mit einer der Sequenzen aus (a), (b) oder (c) hybridisierende Nukleotidsequenz umf aBt unter der 
Voraussetzung, dafi ein DNA-Molekul gemaB (d) zumindest den fur ein reifes Protein der TGF-f*-Fami- 
lie codierenden Anteil vollstandig enthalt 

2. DNA-Molekul nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB es neben einem der Anteile (a) bis (d) von 
Anspruch 1 eine Nukleinsauresequenz aufweist die fQr zumindest einen Teil eines anderen Proteins codiert 
und so angeordnet ist daB sich nach Expression ein Fusionsprotein ergibt 

3. Vektor, dadurch gekennzeichnet daB er mindestens eine Kopie eines DNA-MolekQls nach Anspruch 1 
oder 2 enthalt 

4. Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet dafi sie mh einer DNA nach Anspruch 1 oder 2 oder einem Vektor 
nach Anspruch 3 transformiert ist 

5. Wirtszelle nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet daB sie ein Bakterium, ein Pilz, eine pflanzliche oder 
eine tierische Zelle ist 

6. Protein der TGF-fJ-Familie, das von einer DNA Sequenz nach Anspruch 1 oder 2 codiert wird 

7. Protein nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet daB es die in SEQ ID NO. 2 gezeigte AminosSurese- 
quenz oder gegebenenfalls funktionelle Anteile davon aufweist 

8. Chimares Protein, dadurch gekennzeichnet daB es ein Protein gemaB Anspruch 6 oder 7 und zumindest 
einen Teil eines anderen Proteins enthalt 

9. Heterodimeres Protein, dadurch gekennzeichnet daB es aus einem Monomer eines Proteins gemaB 
Anspruch 6, 7 oder 8 und einem Monomer eines anderen Proteins aus der Superfamiiie mit "Cystine Knot 
MotiPbesteht 

10. Verfahren zur Herstellung eines Proteins gemaB einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet 
daB man eine Wirtszelle nach Anspruch 4 oder 5 kultiviert und das Protein aus der Zelle oder/und dem 
ICulturaberstand gewinnt 

11. Verfahren zur Herstellung eines heterodimeren Proteins gemaB Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet 
daB man eine Coexpression beider Monomere in einer Wirtszelle durchfuhrt 

12. Verfahren zur Herstellung eines heterodimeren Proteins gemaB Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet 
daB man eine gemeinsame Renaturierung von EinschluBkorpern beider Monomere bewirkt 

13. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet daB sie mindestens ein Protein nach 
einem der Anspruche 6 bis 9 als Wirkstoff gegebenenfalls zusammen mit pharmazeutisch Oblichen Trager-, 
Hilfs-, Verdttnnungs- oder FQllstoff en enthalt 

14. Pharmazeutische Zusamm ensetzung nach Anspruch 13 zur Behandlung oder Prevention von Knochen-, 
Knorpek Bindegewebs-, Haut-, Schleimhaut-, Endothel-, Epithelial-, Neuronal-, Him-, Renal- oder Zahn- 
schadigungen, zur Anwendung bei Zahnimplantaten, zur Anwendung in Wundheilungs- oder Gewebewie- 
derherstellungsprozessen, als Morphogen zum Einsatz zur Induktion von Lebergewebewachstum, Induk- 
tion der Proliferation von Vorlauferzellen oder KnochenmarkszeUen, zur Beibehaltung eines Differenzie- 
rungszustandes und zur Behandlung von Fertilitatsstorungen oder zur EmpfangnisverhQtung. 

15. Anti-sense RNA, dadurch gekennzeichnet daB sie komplementar zu einem Teil eines DNA-Molekuls 
gemaB Anspruch 1 ist 

16. Ribozyra, dadurch gekennzeichnet daB es ein RNA-Molektil, das man nach Transkription eines DNA- 
MolekUls nach Anspruch 1 erh&lt spezifisch spaltet 

17. Verwendung einer Antisense-RNA gemaB Anspruch 15 oder eines Ribozyms gemaB Anspruch 16 zur 
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Blockienmg der Expressi n eines Proteins gem&B einem der AnsprQche 6 und 7. 

ia Verwendung einer DNA-Sequenz gem&B Anspruch 1 oder 2 der eines Vektors gero&fi Anspruch 3 zur 
in vitro oder in vivo Transfekti n von ParientenzeDen. 

19. Antlkdrper oder Antikorperfragmente, dadurch gekennzeichnet, da£ sie an ein Protein nach einem der 
AnsprQche 6 bis 9 binden. 

20. Rezeptor, dadurch gekennzelchnet, da& in Protein gemaB einem der AnsprQche 6 und 7 spezifisch an 
ihn bindet 



Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungen 
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ZEICHNUNGEN SEfTE 1 Nummer: DE 195 11 243 A1 

Int.a.«: C07K 14/496 

Offenlegungstag: 4. Januar 1996 



Fig. 1 



10 20 30 40 

MP121 CCROLEFFVDF REIGWHDWt I QPEGYAMNFC IGQLCPLHI AG 

INHIB PA CCKKQFFVSF KD I GWNDV ! I APSGYHANYC EGECPSHIAG 

INHIB (]B CCRQUQlFF IDF RLIGWNDWI I APTGYYGNYC EGSCPAYLAG 

INHIB a CHRVALNISF QELGWERWIV YPPSFIFHYC HGGCGLHIP- 

*++♦ ♦♦♦+* + ♦♦#* +**♦ * ++ + * * *++♦++♦ 



. 50 60 70 80 

MP121 MPG I AASFHT AVLNLLKANT AAGTTGGGSC C-VPTARRP 

INHIB PA TSGSSLSFHS TVINHYRMRG HSPFANLKSC C — VPTKLRP 

INHIB pB VPGSASSFHT AWNdYRMRG LNP-GTVNSC C— IPTKLST 

INHIB n — PNLSLPV PGAPPTPAQP YSLLPGAQPC CAALPGTMRP 



90 100 110 

MP121 LSLLYYDRDS NIVKTD-IPD MWEACGCS 

INHIB pA MSMLYYDDGQ NIIKKD-ION MIVEECGCS 

INHIB pB MSMLYFDDEY NIVKRD-VPN Ml VEECGCA 

INHIB a LHVRTTSDGG YSFKYETVPN LLTQlHCAC I 

4+ ♦+ + + + + ♦* + ++ + ++ * + * + 
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ZEICHNUNGEN SEITE 2 Nummer: DE19611243 A1 

IntCI. 6 : C07K 14/435 

Offenlegungstag: 4. Januar 1996 

Fig. 2a ecori ncoi 

00 ATGAATTC C CATGGAC CTCCGCTGGMAKGAMTGGAT 

BMP 2 ACGTGGGGTGGAATGACTGGAT 

BMP 3 ATATTGGCTGGAGTGAATGGAT 

BMP 4 ATGTGGGCTGGAATGACTGGAT 

BMP 7 ACCTGGGCTGGCAGGACTGGAT 

TGF-p1 AGGACCTCGGCTGGAAGTGGAT 

TGF-p2 GGGATCTAGGGTGGAAATGGAT 

TGF-P3 AGGATCTGGGCTGGAAGTGGGT 

INHIBIN a AGCTGGGCTGGGAACGGTGGAT 

INHIBIN p A ACATCGGCTGGAATGACTGGAT 

INHIBIN Pg TCATCGGCTGGAACGACTGGAT . 



Fig. 2b ecori 



OID 


ATGAATTCGAGCTGCGTSGGSRCACAGCA 


BMP 2 


GAGTTCTGTCGGGACACAGCA 


BMP 3 


CATCTTTTCTGGTACACAGCA 


BMP 4 


CAGTTCAGTGGGCACACAACA 


BMP 7 


GAGCTGCGTGGGCGCACAGCA 


TGF-pl 


CAGCGCCTGCGGCACGCAGCA 


TGF-P2 


TAAATCTTGGGACACGCAGCA 


TGF-P3 


CAGGTCCTGGGGCACGCAGCA 


INHIBIN a 


CCCTGGGAGAGCAGCACAGCA 


INHIBIN p A 


CAGCTTGGTGGGCACACAGCA 


INHIBIN P B 


CAGCTTGGTGGGAATGCAGCA 
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ZEICHNUNQEN SETTE 3 Nummer: OE 19S 11 2* A1 

IntCI. 8 : C07K 14/496 

Offenl gungstag: 4. Januar1996 

Fig. 3 



M 



111.4 
74.3 

45.5 



— 29.5 



18.3 



— 15.4 



Figur 3: Schematisierter Western blot mit Huhner Antikdrpem 
gegen MP121 

1: E.coli Zellen trans formiert mit pBP4MP12lHis unter 

reduzierenden Bedingungen (l% 15-Mercaptoethanol) 

2: ZellkulturQberstand von NIH-3T3 Zellen nach Infektion mit 

rekombinanten Viren (mit insertierter MP121 cDNA) unter 

reduzierenden Bedingungen (1% fi-Mercaptoethanol) 

3: Zellkulturuberstand von NIH-3T3 Zellen nach Infektion mit 

rekombinanten Viren (mit insertierter MP121 cDNA) unter nicht 

reduzierenden Bedingungen 

M:vorgefarbter Protein-Molekulargewichtsmarker mit den ange- 
gebenen apparenten Molekulargewichten (Gibco BRL #26041-020) 
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